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 論文題名 
Large－scale multiplex Polymerase chain reaction assay for diagnosis of viral 
reactivations after allogeneic hematopoietic stem cell transplantation 
 
 
 研究目的 
  造血幹細胞移植後のウイルス感染症は全身放射線照射や大量抗がん剤投与を含む前
処置、移植後の免疫抑制剤投与や GVHD 発症により、細胞性・液性免疫が破綻することで
発症することが考えられている。今回我々は、移植前から移植後 6 週間まで、13 種類の
ウイルスに対して網羅的ウイルス PCR 法を用いて、ウイルス感染をモニタリングし、移植
後ウイルス感染症について前方視的に検討した。 
 
 
 研究方法   
対象：対象は 2010年 9月から 2012年 10月まで造血幹細胞移植を施行した、105例の患
者。移植前、移植後 7,14,21,28日目に採血を行い、全血を用いて 13 種類（HSV-1, HSV-2, 
VZV, EBV, CMV, HHV-6, HHV-7, HHV-8,アデノウイルス, BKV, JCV, パルボウイルス, HBV)
のウイルスを網羅的に解析した。DNA分離：末梢血 QI Aamp DNA Mini Kitを使用した。 
解析：Fisher’s test にて p<0.05 を有意差ありと判定した。多変量解析は general 
estimating equationを用いた。すべての解析は、SPSS 20(IBM)にて行った。 
Multiplex PCR : 13 種類のウイルスに対するプローブは、あらかじめ 8 well plate に固
層してある（ex: well A: GAPDH, B: HSV-1,HSV-2, HSV-7, C:EBV, VZV, D: BKV, JCV, E: 
adenovirus, F: HHV-6, parvovirus B19, HHV-8, G: HBV,CMV）。DNA サンプルと、PCR 反
応液をそれぞれの wellに入れて、個層化したプローブを溶解・撹拌し、7500 Real time PCR 
System (Applied Biosystems)を用いてウイルスを検出した。 
 
 
 
 
研究成績及び考察 
105症例のうち、経過中に何らかのウイルスが検出されたのは、75例（71.4％）であっ
た。移植前にも、9 例（8.6%）からウイルスが検出された。移植後は徐々に検出率が上昇
し、移植後 21 日にピークとなっている。経過中、最も頻度が高かったものは HHV-6 で 63
例（60.0%）、続いて EBVと CMVがそれぞれ 11例（10.5％）、HHV-7が 9 例（8.6％）だった。
これは、従来の報告と同様であった。移植後 6週間以内に少なくとも 1種類のウイルスに
感染している患者が、71.4％と非常に高率に認められることより、移植後 6週間以内は、
HHV-6 だけでなく、 CMV,EBV、 HHV-7 感染に注意を払わなくてはいけない。
HHV-6,HHV-7,EBV,CMV,HBVADV以外のウイルスは末梢血から検出されなかったが、何人かの
患者は口腔内にアフタや、血尿が持続して、局所的なウイルス感染が疑われた患者がいた。
HSV 口内炎や BKV/ADV 出血性膀胱炎は局所的なウイルス感染のため、全血からは検出され
ないことが多いため、局所感染を含めたウイルス感染の頻度も含めて、今後、検討する必
要性がある。 
EBV 感染症は ATG 使用群にて多い傾向であり、従来の報告と同様の結果であった。本研
究では、LPDの合併は認められなかったが、LPD発症に対して早期治療の可能性がある。 
HHV-6感染と GVHD（grade>1）は相関が見られた。また、HHV-6感染は、皮膚 GVHDの stage
と強く相関がみられた。他のウイルスに関しては、GVHDとの関連は認められなかった。 
HHV-6は IL-1や TNF-αなどを発生し、皮膚の GVHDの感受性を増幅される可能性があると
示唆されている。よって、GVHDの前兆は HHV-6感染の予測因子とも言えるかもしれない。
GVHD やステロイド併用の GVHD において、HHV-6 感染が有意に多く、従来の報告において
も同様であり、今後、さらに GVHD と HHV-6 との関係が明らかになることが必要と思われ
た。 
多変量解析の結果、HHV-6 感染は臍帯血移植が有意に関連していると示唆されたが、こ
れは従来の報告と同様であった。臍帯血の T細胞のほとんどは、naïve T細胞であり、ウ
イルスに対するメモリーT 細胞がないため、HHV-6 感染をコントロールすることができな
いことが、臍帯血移植で HHV-6感染が多い理由と考えられる。また、多変量解析において、
RIST で HHV-6 感染が有意に低い傾向であった。従来の報告でも、RIST においては、残存
している免疫が、感染を防御しているため、HHV-6 感染が有意に低くなるのではないかと
の見解であった。 
他、ステロイド投与が HHV-6感染のリスクと関連しているが、GVHDの発症時期とステロ
イド投与時期が同時期であり、GVHDとステロイド投与が HHV-6感染と深く関与している可
能性が考えられた。そのため、多変量解析にて GVHD の有無とステロイド投与を分けて、
解析を行った結果、GVHDの有無にかかわらず、ステロイド投与において HHV-6感染が有意
に多かったことがわかった。しかし、GVHD発症した患者においても、HHV-6の再活性化に
関与している可能性はあるので、注意が必要である。 
 本研究の限界については、multiplex PCR は定量検査ではなく、定性検査のみである点
である。移植後のウイルス感染症は、ウイルス量と病状の重症度が関連している。
multiplex PCR はファーストラインの検査やスクリーニングとしては有用であるが、定性
で陽性と判定した場合は定量による確認をするべきであると思われた。 
 
 
結論 
  multiplex PCR は、一度に数種類のウイルスを検出することができるため、移植後患
者のウイルス感染のモニタリングには有用である。移植後 6 週間は、HHV-6、CMV、EBV、
HHV-７の再活性化には注意を払う必要があり、特に臍帯血移植やステロイド、ATG を使用
した患者はリスクが高いため、モニタリングが必要と考えられた。また、multiplex PCR
にて陽性と判断した場合は、患者の状態を評価するために、定量 PCRをする必要があると
考えられた。 
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本研究は、造血幹細胞移植後に、13 種類のウイルスを Multiplex PCR にてモニタリン
グした前方視的研究であり、初めての研究である。移植患者の約 70%に HHV6 を初めと
したウイルス感染を認め、その 17%が複数ウイルスの感染であるなど、移植患者には非常
に高率にウイルス感染が生じていることを明らかにした。また、臍帯血移植、ステロイド
や ATG 使用などが移植後のウイルス感染のリスクであることも明らかにした。 
Multiplex PCR 法は一度に多種類のウイルスを高感度に検出でき、移植後のウイルス感染
の早期診断と、抗ウイルス療法開始の決定に有用であることを示した本研究は学位に値す
ると審査員全員から評価された。 
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